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La pr6sente invention conceme des souches de microorganismes optimisees pour 
la production par biotransformation de molecules ayant des voies de biosynthese 
consommatrices de NADPH. Les souches selon 1' invention sont utilisables dans des 
proc^d^s de biotransformation consommatrices de NADPH. Les souches d^finies selon 
5 I'invention peuvent 6tre procaryotiques ou eucaryotiques. Dans un mode de realisation 
pr6f6v6, ladite souche procaryotique est une souche d'E. coli. Dans un autre mode de 
realisation, ladite souche eucaryotique est une souche de Saccharomyces, en particulier 
S. cerevisiae. 

La presente invention conceme ^galement un procMe de preparation de 
10 molecules par biotransformation comprenant la culture dans un milieu approprie d'une 
souche optimisee selon I'invention, ladite souche optimisee comprenant egalement les 
elements genetiques necessaires k la preparation de ladite molecule. 

Les procedes de biotransformation ont ete developpes pour perraettre la 
production de molecules en grande quantite a des couts faibles, tout en permettant 
15 egalement la valorisation de differents sous-produits industriels ou de I'agriculture. 

Pour produire des molecules d'interet par biotransformation in vivo on-. 
distinguera deux grandes approches : 

- d'une part la fermentation qui permet la production de molecules par un 
microorganisme a partir d'une source de carbone simple (e.g. WOOl 02547 qui decrit 

20 la production de lysine par fermentation de C glutamicum en presence de glucose), 

- d'autre part la bioconversion par un microorganisme d'un co-substrat donn^ en une 
molecule d'int6r6t (e.g. WO0012745 qui decrit la production de derives R- 
piperidine, WO0068397 qui decrit la production de tagatose) Le co-substrat est non 
assimilable ; il est different de la source de carbone qui est utilise seulement pour 

25 produire la biomasse et le NADPH necessaire a la bioconversion. 

L' amelioration d'un precede de biotransformation peut porter sur differents 
facteurs comme la temperature, 1' oxygenation, la composition du milieu, le precede de 
recuperation, etc. On peut aussi envisager de modifier le microorganisme de telle sorte 
que la production de la molecule d'interSt et/ou son excretion soit augmentee. 
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Dans le cadre d'une fermentation on s'altachera par exemple a optimiser la voie 
de biosynth^se, par exemple en modifiant la regulation des genes ou en modifiant le 
gene afm de modifier les caracteristiques enzymatiques ou encore en optimisant la 
regeneration des cofacteurs. 

5 Dans le cadre de la bioconversion on s'attachera davantage a reduire la formation 

de co-produits et a optimiser la regeneration de cofacteurs impliques dans la ou les 
etapes de bioconversion. 

Parmi les cofacteurs impliques dans les biotransformations, le NADPH prend 
une part importante notamment pour la production des acides amines (e.g. arginine, 
10 proline, isoleucine, methionine, lysine), de vitamine (e.g. panthotenate, phylloquinone, 
tocopherol), de molecules aromatiques (e.g. WO9401564), de polyols (e.g. xylitol), de 
polyamine (e.g. spermidine) ou d'autres molecules a haute valeur ajout6e. 

La presente invention conceme done une souche de microorganismes optimisee 
pour la production de molecules ayant des voles de biosynth&se consommatrices de 
15 NADPH. 

Au lieu d'essayer d'optimiser pour chaque biotransformation le ratio 
NADPH/NADP dans le microorganisme, les inventeurs ont opte pour la production de 
microorganismes modifies afin d'obtenir differents ratios NADPH/NADP, lesdits 
microorganismes modifies tot ensuite employes pour realiser les biotransformations 

20 consommatrices de NADPH. 

Le principe de I'optimisation du ratio NADPH/NADP consiste a limiter les 
activites enzymatiques impliquees dans I'oxydation du NADPH notamment au profit de 
la reduction du NAD ainsi qu'a favoriser les activites enzymatiques permettant la 
reduction du NADP en NADPH. On limite les activites impliquees dans I'oxydation du 

25 NADPH au profit de la reduction du NAD en diminuant, plus particulierement en 
inactivant, les activites transhydrog^nase (UdhA, Qor). On favorise les activites 
enzymatiques permettant la reduction du NADP en imposant le flux de carbone via le 
cycle des pentoses phosphate et/ou en modifiant la specificite de co-facteur d'une 
enzyme de telle sorte qu'elle utilise le NADP pr6f6rentiellement au NAD, son cofacteur 

30 habituel. 
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Par souche de microorganismes, on entend selon I'invention un ensemble de 
microorganismes d'une mSme espece comprenant au raoins un microorganisme de ladite 
espece. Ainsi, les caracteristiques decrites pour la souche s'appliquent a chacun des 
microorganismes de ladite souche. De m6me, les caracteristiques decrites pour Tun des 
5 microorganismes de la souche s'appliqueront a I'ensemble desdits microorganismes la 
coraposant. 

Parmi les microorganismes optimises selon I'invention, on citera les bacteries et 
les levures, les champignons filamenteux et notamment les bacteries et les levures des 
especes suivantes : Aspergillus sp.. Bacillus sp., Brevibacterium sp., Clostridium sp., 

10 Cojynehacterium sp., Escherichia sp., Gluconobacter sp., Pseudomonas sp., 
Rhodococcus sp., Saccharomyces sp., Streptomyces sp., Xanthomonas sp., Candida sp. 

L'optimisation du NADPH est d^crite ci-apr6s pour E. coli et iS. cerevisiae. Le 
meme principe peut etre applique de manifere similaire a tous les microorganismes 
cultives en conditions aerobies. 

15 Les souches optimisees pour la production de NADPH (i.e. capacite accrue de 

reduction du NADP+) selon I'invention comprennent une deletion du gene udhK et/ou 
du gene qor. Selon un mode preferentiel de realisation de I'invention, les genes vdhA et 

gor sont tous deux deletes. 

Par « deletion », on entend selon 1' invention une suppression de I'activite du 

20 gene « delete ». Cette suppression peut 6tre une inactivation du produit d' expression du 
gene concern^ par un moyen approprie, ou bien I'inhibition de I'expression du gene 
concern^, ou encore la del6tion d'au moins une partie du gene concerne de maniere soit 
que son expression n'ait pas lieu (par exemple deletion d'une partie ou de I'ensemble de 
la region promotrice necessaire a son expression) soit que le produit d' expression ait 

25 perdu sa fonction (par exemple deletion dans la partie codante du gfene concern^). 

De maniere preferentielle, la deletion d'un g6ne comprend la suppression de 
I'essentiel dudit gene, et le cas echeant son remplacement par un g^ne marqueur de 
selection permettant de faciliter 1' identification, I'isolement et la purification des 
souches optimisees selon I'invention. 
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Selon un mode particulier de realisation de 1' invention, la souche optimisee selon 
I'invention comprend egalement une deletion d'un gene pris parmi pgi on pfkA et/ou 
pJkB et/ou une modification d'au moins un gene pris parmi Ipd, gapA ; la modification 
consistant a modifier la preference de 1' enzyme au profit du NADP au lieu du NAD, son 
5 cofacteur habituel. 

Les souches selon i'invention ayant la deletion du gdne pJkA sont plus 
particulidrement adaptees pour les procedes de biotransformation. 

Pour augmenter davantage la quantite de NADPH disponible dans les 
microorganismes optimises selon I'invention, il peut etre 6galement avantageux de 
1 0 surexprimer au moins un g^ne choisi parmi zwf, gnd, pntA, pniB, icd et/ou de deleter au 
moins un gdne choisi parmi edd, aceA, aceB, aceK. 

Les genes ci-dessus sont bien connus de I'homme du m^ier et d^crits dans la 
litterature scientifique, notamment pour E. coli et S. cerevisiae : 
Genes et references dans E. coli : 
1 5 udhA : X66026 soluble pyridine transhydrogenase; 
gor : L02312 quinone oxidoreductase; 
pgi : X15196. phosphoglucose isomerase (EC 5,3. 1 .9); 
pfkA : X02519 phosphofi-uctokinase-1 ; 
pJkB : K02500 phosphofructokinase-2 ; 
20 edd : X63694 6-phosphogluconate deiiydratase ; 
aceA : XI 2431 isocitrate lyase (EC 4.1.3.1); 
aceB : X12431 malate synthase (EC 4.1.3.2); 
aceK : Ml 8874 isocitrate dehydrogenase kinase/phosphatase ; 
zwf: M550Q5 glucose 6-phosphate dehydrogenase; 
25 gnd : K02072. 6-phosphogluconate dehydrogenase; 

pntAB : X04195 pyridine nucleotide transhydrogenase subunits alpha and beta (EC 
1.6.1.1.); 

icd : J02779 isocitrate dehydrogenase. 

Ipd: V0i498 lipoamide dehydrogenase (= EC 1.8.L4) irapliquee dans le complexe 
30 Pyruvate dehydrogenase; 
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gapA : AEQQQ273 (20L 1 196) glyceraIdehyde-3-phosphate dehydrogenase A (EC 1.2.L12). 

Genes et references dans S, cerevisiae : 
zta\ : NC 001134 NADPH:quinone reductase ; 
pgil : NC 001134 Phosphoglucoisomerase; 
5 pfkl : M26943 phosphofructokinase, alpha subunit ; 
p/k2 : M26944 phosphofructokinase, beta subunit; 
tdhl : NC 001142 glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase; 
tdh2: NC 001142 glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase; 
tdh3: l<iC 001139 gIyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase. 
10 Les genes susceptibles d'etre delates ou surexprimes pour les souches optimisees 

selon r invention sont definis principalement par Temploi de la denomination du gene de 
E, coll Cependant, cet emploi a une signification plus generale selon T invention et 
englobe les genes correspondants d'autres microorganismes. En effet en utilisant les 
references GenBank des genes d'E, colt , I'homme du metier est capable de determiner 
15 les genes equivalents dans d'autres souches bacteriennes qu'E, coll Les., moyens 
d' identification des sequences homologues et de leurs pourcentages d'homologie sont 
bien connus de I'homme du metier, comprenant notamment le programme BLAST qui 
peut etre utilise a partir du site http://wwv/>ncbi>nlm.nih,gov/BLAST/ ayec les 
parametres indiques par defaut sur ce site, Les sequences obtenues peuvent alors etre 
20 exploitees (e.g. alignees) en utilisant par exemple les programmes CLUSTALW 
fhttp://www.ebi.ac.uk/clustalw/) ou MULTALIN 

r (http://prodes.toulouse.inra.fr/multaIin/cgi-bin/multalin.pl\ avec les parametres 
indiques par defaut sur ces sites. 

Alternativement il est possible d'utiliser les PFAM ou les COG. 
25 Les PFAM (Protein families database of alignments and Hidden Markov 

Models ; http://vyww.sanger.ac.uk/SQftware/Pfam/) representent une large collection 
d'alignements de sequences proteiques. Chaque PFAM permet de visualiser des 
alignements multiples, de voir des domaines proteiques, d'^valuer la repartition entre les 
organismes, d' avoir acces a d'autres bases de donnees, de visualiser des structures 
30 connues de proteines. 
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Les COGs (Clusters of Orthologous Groups of proteins; 
http://www.ncbi.nlm.nih.g ov/COG / ) sont obtenus en comparant les sequences proteiques 
issus de 43 genomes corapletement sequences representant 30 lignees phylogenetlques 
majeurs. Chaque COG est defini a partir d'au moins trois lignees ce qui permet ainsi 
d'identifier des domaines conserves anciens. 

II est alors possible d'identifier des sequences consensus, et de dessiner des 
sondes degenerees permettant de doner le gene correspondant dans un autre organisme. 
Ces techniques de routine de biologie moleculaire sont bien connues dans I'art et sont 
decrites par exemple dans Sambrook et al. (1989 Molecular cloning : a laboratory 
manual. 2"^ Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.). 

Proteines analogues h la pyridine tran s hvdrogena.se soluble cod6e par udhA de 
E. coli rP2730fi^ 

NP_709766 : soluble pyridine transhydrogenase [Shigella flexneri 2a str. 301] 
E65203 : probable dehydrogenase (EC 1.8.1.-) udhA - Escherichia coli (strain K-12) 
NP_463005 : soluble pyridine nucleotide transhydrogenase {Salmonella typhimurium 
LT2] 

Q8ZA97: soluble pyridine nucleotide transhydrogenase (STH) Yersinia pestis 
P57112: soluble pyridine nucleotide transhydrogenase (STH) Pseudomonas aeruginosa 
PAOl] 

AF159108: soluble pyridine nucleotide transhydrogenase (sth) gene, Azotobacter 
vinelandii 

AAN67764: soluble pyridine nucleotide transhydrogenase [Pseudomonas putida 
KT2440] 

AAB50562: soluble pyridine nucleotide transhydrogenase [Pseudomonas Jluorescens] 
25 U91 523 : soluble pyridine nucleotide, Pseudomonas Jluorescens 
NC_003I43: probable sthA, Yersinia pestis strain C092, 
P50529 : soluble pyridine nucleotide transhydrogenase Vibrio cholera 

Proteines analogue a la auinone o x idoreductase codee par aor de S. nerenns^in^ 
('P38230.Ztan 

30 E87715 : quinone oxidoreductase CC3759 [imported] - Caulohacter crescentus 



20 
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T40981: probable quinone oxidoreductase - fission yeast {Schizosaccharomyces pombe) 
BAB48079: quinone oxidoreductase [Mesorhizobium loti] 
A70871 : quinone oxidoreductase - Mycobacterium tuberculosis (strain H37RV) 
NP_699755: quinone oxidoreductase [Brucella suis 1330] 

5 BAC49848 : quinone oxidoreductase [Bradyrhizobiumjaponieum USDA 1 10] 
S52923: NADPH2: quinone reductase (EC 1 .6.5.5) - Pseudomonas aeruginosa 
AI0039: NADPH2: quinone reductase (EC 1.6.5.5) - Yersinia pestis (strain C092) 
S45529: NADPH2: quinone reductase (EC 1.6.5.5) - Escherichia coli (strain K-12) 

La presente invention a egalement pour objet un microorganisme optimise pour 

10 la production de NADPH telle que d^fmie ci-dessus et ci-apres, lequel comprend 
egalement, un ou plusieurs g^nes codant des enzymes impliques dans la 
biotransformation d'une molecule d'int^rdt, ainsi qu'un ou plusieurs genes marqueurs de 
selection. 

Ces genes peuvent etre natifs de la souche optimisee selon 1' invention ou encore 
15 introduits dans la souche optimisee selon I'invention par transformation avec ur^,vecteur 
approprie, soit par integration dans le genome du microorganisme ou encore par un 
vecteur replicatif, ledit vecteur approprie portant un ou plusieurs genes codant pour 
lesdites enzymes impliques dans la biotransformation de ladite molecule d'intept et/ou 
lesdits marqueurs de selection. 
20 Ces genes comprennent une sequence d'acide nucleique codant pour une enzyme 

impliqu^e dans la biotransformation de la molecule d'interet et/ou pour un marqueur de 
selection, la sequence codante etant fusionnee a des sequences promotrices efficaces 
dans la cellule procaryote et/ou eucaryote choisie pour la biotransformation. Le vecteur 
(ou plasmide) peut-6tre un vecteur navette entre E. coli et un autre microorganisme. 
25 La presente invention concerne egalement un proced6 de preparation des souches 
optimisees selon I'invention telle que defmie ci-dessus et ci-apr^s, dans lequel on delete 
les gSnes udhA et/ou qor, et le cas echeant on d^l^te un g5ne pris parmi pgi ou pfkA 
et/ou pJK& et/ou on modifie au moins un g^ne codant des enzymes ^ NAD, en particulier 
Ipd et/ou gap A, afin qu'elles utilisent pr^f^rentiellement le NADP (Bocanegra, J.A. 
30 Scrutton, N.S. ; Perham, R.N. (1993) Creation of an NADP-dependent pyruvate 
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dehydrogenase multienzyme complex by protein engineering. Biochemistry 32 : 2737- 
2740), et le cas 6ch^ant on delete au moins un gene choisi parmi edd, aceA, aceB, 
aceK I ces d6I6tions et modifications etant realisees par un moyen approprie, et/ou on 
surexprime au moins un gene choisi parmi zyvf, gnd, pntA, pntB, icd so\t en transformant 
5 la souche avec un vecteur approprie permettant la surexpression, soit en modifiant la 
force du promoteur endogene contr61ant le gene a surexprimer. 

Le choix de la souche optimisee pour le ratio NADPH/NADP sera determine en 
fonction du type de biotransformation (fermentation ou bioconversion), de la demande 
totale en NADPH de la voie de bioconversion consideree, de la nature de(s) source(s) 
1 0 carbonee(s), de la demande en flux de biomasse, ... 

La deletion du gbnepgi onpfkA et/ou pfkB devrait s'imposer lorsque Ton n'est 
pas capable de maitriser la repartition du flux de carbone entre la glycolyse et la voie des 
pentoses phosphate. La deletion du gdne pgi sera preferentiellement retenue pour les 
fermentations ou lorsque la demande en NADPH necessite, au minimum, un flux de 
1 5 reduction de 2 moles de NADP par mole de glucose importee. La deletion du gene pfkA 
sera preferentiellement choisie pour les bioconversions ou lorsque la demande en 
NADPH necessite, au minimum, un fluxde reduction de 3-4 moles de NADP par mole 
de glucose importee. La modification, telle que decrite ci-dessus et ci-apres, des genes 
Ipd et/ou gapA sera realis6e pour optimiser les souches E. coli A{udhA, qor) ou E. coli 
20 AiudhA, qor, pgi) ou K coli A(udhA, qor, pJkA) et notamment lorsque les 
biotransformations necesslterons un flux de reduction, au minimum, superieur a 3 moles 
de NADP par mole de glucose importe. Les autres modifications cities, a savoir 
deletion d'au moins un gene pris parmi edd, aceA, aceB, aceK ou surexpression d'au 
moins un gene pris parmi zwf, gnd,pntA,pntB, icd, pourront etre realisees afin d'affiner 
25 I'optimisation du ratio NADPH/NADP aux besoins de la cellule et du proc6d6 de 
biotransformation consider^. 

Selon un mode particulier de realisation de 1' invention, le precede de preparation 
des souches selon I'invention comprend egalement la transformation des souches 
optimis6es avec au moins un vecteur approprie comprenant un ou plusieurs genes codant 
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une ou des enzymes impliques dans la biotransformation d'une molecule d'interet, ainsi 
qu'un ou plusieurs genes marqueurs de selection. 

La souche optimisee pour la production de NADPH est obtenue par biologie 
mol6culaire. L'homme du metier connait les protocoles permettant de modifier le 
5 caractere genetique des microorganismes. Les techniques de transformation sont 
documentees et sont a la portee de Phomme du metier (Sambrook et al, 1989 Molecular 
cloning : a laboratory manual, 2'''^ Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, 
New York.). 

LMnactivation d'un gene chez E. coli se fait preferentiellement par 

10 recombinaison homologue (Datsenko, K.A, ; Wanner, B.L. (2000) One-step inactivation 
of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PGR products. Proc, Natl Acad, 
Sci, USA 97 : 6640-6645). Le principe d'un protocole en est rappele brievement : on 
introduit dans la cellule un fragment lineaire, obtenu in viiro, comprenant les deux 
regions flanquant le gene, et au moins un gene de selection entre ces deux regions - 

15 (generalement un gene de resistance a un antibiotique), led it fragment lineaire presentant i 
done un gene inactive. On selectionne les cellules ayant subies un evenement de > 
recombinaison et ayant integre le fragment introduit par etalement sur milieu selectif On r 
selectionne ensuite les cellules ayant subi un evenement de double recombinaison, dans 
lesquelles le gene natif a et6 reraplace par le gene inactive. Ce protocole pent etre 

20 ameliore en utilisant des systemes de selections positive et negative, afin d'accelerer la 
detection des evenements de double recombinaisons. 

L*inactivation d'un gene chez S.cerevisiae se fait pr6ferentiellement par 
recombinaison homologue (Baudin et al, Nucl Acids Res. 21, 3329-3330, 1993; Wach 
etal, YeastlQ, 1793-1808, 1994; Brachmann a/,, YeasL 14 :115-32, 1998). 

25 La surexpression d'un gene pent 8tre effectu6e par changement du promoteur de 

ce gene in siiu, par un promoteur fort ou inductible. De fa9on alternative, on introduit, 
dans la cellule, un plasmide replicatif (simple ou multicopies) dans lequel le gene que 
Pen desire surexprimer est sous ie contrSle du promoteur adequat. Dans le cas de 
modification d' Escherichia coli, on pourra par exemple utiliser les promoteurs P/ac-o, 

30 P^rc-o, p/ac-o, trois promoteurs forts bacteriens pour lesquels Poperateur lac (lacO) a ete 




d6l6t6 pour les rendre constitutifs. Dans le cas de modifications de Saccharomyces 
cerevisiae, on pourra par exemple utiliser les promoteurs Ppgk, Padhl, Pgali, FgallO. 

Un autre aspect de I'invention concerne I'utilisation de ces souches optimisees 
selon I'invention pour les biotransformations NADPH-dependantes permettant ainsi une 
5 amelioration du rendement de biotransformation par rapport k une souche non optimisee 
pour leNADPH. 

Les biotransformations seront realisees en utilisant des souches d^finies selon 
rinvention dans lesquelles seront exprimes des genes codants des enzymes catalysant 
des reactions NADPH-dependantes. L'homme du metier saura aisement identifier de 
1 0 telles enzymes, on citera pour exemples et sans que cette liste soil limitative les enzymes 
suivantes:EC 1.1.1.10 L-xylulose reductase, EC 1.1.1.51 3(or I7)p-hydroxysteroid 
dehydrogenase, EC 1.1.1.54 allyl-alcohol dehydrogenase, EC 1.1.1.80 isopropanol 
dehydrogenase, EC 1.1.1.134 dTDP-6-deoxy-L-talose 4-dehydrogenase, EC 1.1.1.149 
20a-hydroxysteroid dehydrogenase, EC 1.1.1.151 21-hydroxysteroid dehydrogenase, 

15 EC 1.1.1.189 prostaglandin-E2 9-reductase, EC 1.1.1.19] indole-3-acetaldehyde 
reductase EC 1.1.1.207 (-)-menthol dehydrogenase, EC 1.1.1.234 flavanone 4-reductase, 
EC 1.2.1.50 long-chain-fatty-acyl-CoA reductase, EC 1.3.1.4 cortisone a-reductase, EC 
^-3-^-23 cholestenone 5 p-reductase, EC 1.3.1.70 A '^-.sterol reductase, EC 1.4.1.12 2,4- . 
diaminopentanoate dehydrogenase, EC 1.5.1.10 saccharopine dehydrogenase, L- 

20 glutamate-forming, EC 1.7.1.6 a zohenyene reductase, EC 1.8.1.5 2-oxopropyl-CoM 
reductase (carboxylating), EC 1.10.1.1 rra«*-acenaphthene-l,2-dioI dehydrogenase, EC 
l-^'^-^^-^ benzene 1 ,2-dioxygenase, EC 1.14.12.8 4-sulfobenzoate 3,4-dioxygenase, EC 
^■'^4.12.15 terephthalate 1,2-dioxygenase, EC 1.14.12.18 biphenyl 2,3-dioxygenase , EC 
^•^4.13.7 phenol 2-monooxygenase, EC 1.14.13.12 benzoate 4-monooxygenase, EC 

25 1.14.13.26 phosphatidylcholine 1 2-monooxygenase, EC 1.14.13.64 4-hydroxybenzoate 
1 -hydroxylase, EC 1.14.13.70 sterol 14-demethylase, EC_L16JJ_aquacobaIamin 
reductase, EC 1.17.1.1 CDP-4-dehydro-6-deoxyglucose reductase, EC 1.18.1.2 
ferredoxin — NADP reductase. 
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L'invention concerne aussi un precede de production d'une molecule d'interet 
dont au moins mie des reactions de la voie de biosynthese est NADPH dependante 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en culture des microorganismes optimises selon P invention dans un milieu 
5 de culture approprie favorisant leur croissance et comprenant les substances 

necessaires pour la realisation de la biotransformation par fermentation ou 
biotransformation, a Texception du NADPH, et 

b) extraction de la molecule dMnteret du milieu et le cas echdant purification, 

De maniere preferentielle, la molecule dMnt6ret est choisie parmi des acides amines, des 

10 vitamines, des sterols, des flavonoides, des acides gras, les polyols, les acides 
organiques. Pour les acides amines ou leurs pr6curseurs on citera en particulier lysine, 
methionine, threonine, proline, acide glutamique, homoserine, isoleucine, valine. Pour 
les vitamines ou leurs precurseurs on citera notamment le pantoate, le trans- 
neurosporene, la phylloquinone, les tocopherols. Pour les sterols on citera notamment le 

15 squalene, le cholesterol, la testosterone, la progesterone, la cortisone. Pour les 
flavonoides on citera notamment la frambinone et la vestitone. Pour les acides 
organiques on citera Tacide coumarique, Facide 3->hydroxypropionique. Pour les polyols 
on citera le sorbitol, le xylitol, le glycerol, 

Dans le cas d'une bioconversion, le procede comprend aussi I'ajout du substrat a 

20 « convertir » dans le milieu de culture approprie. 

Le milieu de culture cite a Fetape b) du procede selon Finvention defmi ci- 
dessus comprend au moins un carbohydrate assimilable choisi parmi differents sucres 
assimilables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, le lactose, ou les melasses, ou 
les sous-produits de ces sucres, Une source de carbone simple tout particulierement 

25 preferee est le glucose. Une autre source de carbone simple preferee est le saccharose. 
Le milieu de culture pent en outre contenir une ou plusieurs substances (e.g. acides 
amines, vitamines, sels mineraux, ...) favorisant la croissance du microorganisme et/ou 
la production de la molecule d'interet. En particulier, le milieu mineral de culture pour 
E, coli pourra ainsi etre de composition identique ou similaire a un milieu M9 

30 (Anderson, 1946, Proc. Natl Acad, Set USA 32:120-128), un milieu M63 (Miller, 
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1992 ; A Short Course in Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for 
Escherichia coli and Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, New York) ou un milieu tel que defini par Schaefer et al. (1999, Anal 
Biochem. 270 : 88-96). 

5 La definition des conditions de biotransformation est du ressort de Phomme du 

metier. On fermente notamment les microorganismes a une temperature comprise entre 
20°C et 55°C, de preference entre 25°C et 40°C, plus particulidrement d'environ 30°C 
pour 5. cerevisiae et d'environ 37°Cpour E. coli. 

Les exemples ne sont donnes qu'a titre d' illustration de I'invention et ne limitent 
1 0 en aucun ie mode de realisation ni la portee de i ' invention. 

EXEMPLES 

E xemple 1 : Optimisations k r^aliser afm d'ameliorer le rendement de 
bioconversion du xvlos e en xvlitol oar jg. coli ou par A cerevhiiap. 

15 a) bioconversion avec E, coli. 

Des modelisations prddictives sont realisees en utilisant I'algorithme MetOpt®- 
Coli, un modele stoechiom^trique d^veloppe par la societe Metabolic Explorer, qui 
permet de defmir 1) le rendement maximal de production en xylite! a partir du xylose 2) 
la meiUeure distribution de flux k partir du glucose pour assurer les besoins de 

to croissance et d'equilibres redox necessaire pour le developpement de la cellule et 
I'atteinte du rendement maximal de bioconversion. 

Les parametres imposes au modele sont notamment 1) un flux d'import de 
glucose a 3 mmol.g'.h"', 2) un taux de croissance variable de 0, 0.15 et 0.25 h"', 3) un 
flux de la transhydrogenase membranaire (pntAB) variable et inferieur ou egal a 1 

5 mmol.g-'.h-'. La valeur liraite de flux de la transhydrogenase membranaire est 
determinee a partir de la litterature (Hanson, 1 979 ; Anderlund et al, 1999 ; Emmerling 
et al, 2002) ; 4) le flux de maintenance a ete limite entre 5 et 22 mmol.g"'.h''. 

Les optimisations realisees selon invention permettent d'am^liorer la quantite 
de NADPH pouvant etre produite (par reduction du NADP) et done d'ameliorer le flux 

0 de bioconversion de xylitol (tableau 1). A titre d' information, les quantit^s maximales 
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theoriques de NADPH pouvant Stre produites (moles de NADPH produites pour 3 moles 
de glucose) a n=0 sont indiqu^es dans la demi^re colonne du tableau 1. Les quantites 
maximales theoriques de NADPH pouvant 6tre produites pour n>0 peuvent 6tre deduite 
en tenant compte des besoins et productions li6s a la synthese de la biomasse. Lorsque le 
5 flux de bioti-ansformation du xylose en xylitol est inferieur a la quantite de NADPH 
produite, cela signifie que d'autres facteurs (e.g. maintenance) limitent la 
biotransformation. 

Dans tous les cas ie modele suggere la deletion des genes udhA et qor. On 
observe que la souche E. coli [MudhA, qor)] permet une bioconversion optimale de 

10 xylose en xylitol (donnee non montree). Cependant, en pratique cette souche ne 
permettra pas d'obtenir Ie rendement optimum theorique car il sera difficile de maintenir 
la repartition adequate de flux de carbone entre la voie des pentoses phosphate et celle 
de la glycolyse, cette repartition etant variable avec le taux de croissance. En pratique, r 
on pr^ferera done utiliser les souches E. coli N°8 [ga/^A-NADP dependent, /pt/-NADP : 

1 5 dependent, M^udhA, qor, pfkA)] on N°4 [g«pA-NADP dependent, /pfif-NADP dependent, . 
A{udhA, qor,pgi)\, le choix entre ces deux souches etant fonction du taux de croissance 
de la souche lors du precede de bioconversion. Cependant en fonction des 
caracteristiques reelles du proc^de de bioconversion, d'autres souches du tableau 
peuvent etre consider^es, en outre il est possible d'affiner les souches modeiisees, 

20 notamment en effectuant des modifications supplementaires telles que la surexpression 
d'au moins un gene choisi parmi zwf, gnd, pntA, pntB et icd et/ou la deletion d'au 
moins un gene choisi parmi edd, aceA, aceB, aceK. 
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N' 




0 


0.1S 


0.25 


Quantite 
NADPH 


1 




5.47 


5,21 


3.67 


12,00 


2 


Ado/ + 
gapA NADP dependant 


12.87 


10,91 


7.28 


17,00 


3 


Apg/ + 
/pd NADP dependant 


17,00 


10,39 


5,98 


17,00 


4 


Apg/ + 
gapA NADP dependant + 
Ipd NADP dependant 


20.58 


14,86 


9.99 


22,00 


5 


ApfffA 


20,27 


13,94 


0,56 


28,00 


6 


ApfikA + 
gapA NADP dependant 


24,47 


16,63 


3,05 


29,50 


7 


ApfkA + 
Ipd NADP dependant 


25.00 


16.79 


5,32 


31.00 


8 


ApfkA + 
gapA NADP dependant + 
Ipd NADP dependant 


28,00 


19,13 


7,80 


32.50 



Tablean 1: Flux optimal theorique de conversion du xylose en xyiitol 
5 (minoI.g-',h-^) par des souches d'jE. coli optimisees dans leur capacite de reduction 
du NADPH. 



20 



b) bioconversion avec S. cerevisiap. 

Las modelisations predictives sent realisees en utilisant I'algorithme MetOpt®- 
Scere, un modele stoechiometrique developpe par la soci6t6, qui permet de definir 1) le 
rendement maximal de production en xylitol a partir du xylose 2) la meiileure 
distribution de flux a partir du glucose pour assurer les besoins de croissance et 
d'equilibres redox necessaire pour le developpement de la cellule et I'atteinte du 
rendement maximal de bioconversion. 

Les parametres imposes au modele sont notamment 1) un flux d'import de 
glucose a 3 mmol.g-'.h^' , 2) un taux de croissance variable de 0, 0.15 et 0.25 h^' , 3) un 
flux de maintenance inf6rieur ou egal a 22 mmol.g-'.h-' ; 4) les reactions des aldehydes 
dehydrogenases (ALD2, ALD3, ALD6) sont irreversibles et impos^es dans le sens 
acetate + NAD(P)H ac6taldehyde + NAD(P) ; 5) la levure ne possede pas d'activites 
30 equivalentes a udhA ou pntA,B. 



25 
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Le modele perraet de prendre en compte la compartimentation mitochondriale et 
peroxisomale. 

Les optimisations r^alis^es selon 1' invention permettent d'ameliorer la quantite 
de NADPH pouvant etre produite (par reduction du NADP) et done d'ameliorer le flux 
5 de bioconversion de xylitol (tableau 2). A titre d' information, les quantites maximales 
theoriques de NADPH pouvant 6tre produites (moles de NADPH produites pour 3 moles 
de glucose) a |x=0 sont indiqu6es dans la derniere colonne du tableau 2. Les quantites 
maximales theoriques de NADPH pouvant Stre produites pour ji>0 peuvent 6tre deduite 
en tenant compte des besoins et productions lies a ia synthese de la biomasse. Lorsque le 
10 flux de biotransformation du xylose en xylitol est inferieur a la quantite de NADPH 
produite, cela signifie que d'autres facteurs {e.g. maintenance) limitent la 
biotransformation. 

Dans tous les cas, !e modele suggere la deletion du gene ztal (ubiquinone oxido- 
reductase, homologue de QOR). On observe que I'on pourrait utiliser la souche 

15 optimisee S. cerevisiae [?i/;?l,2,3-NADP dependant, /pc/l-NADP dependant, 

t^iztaV^I oil tdhl>2,3 correspond respectivement aux genes tdhl, tdhl, tdh3 codant la 
glycerald6hyde 3-P dehydrogenase NAD-dependante dont la specificite de co-substrat a 
ete modifiee au profit du NADP. Cependant, en pratique il devrait Stre difficile d'obtenir, 
le rendement optimum th^orique avec cette souche car il sera difficile de maintenir la 

20 repartition adequate de flux de carbone entre la voie des pentoses phosphate et celle de 
la glycolyse, cette repartition etant variable avec le taux de croissance. En pratique, on 
pr^f6rera done utiliser la souche E. coli N°8 [/<3?/2l,2,3-NADP dependant, //j^fl-NADP 
dependant, A(zral, pfkAy]. Enfin, il sera possible d'affiner les souches en realisant des 
modifications suppl^mentaires, notamment en effectuant des modifications 

25 suppl6mentaires telles que la surexpression d'au moins un gene choisi parmi zwf, gnd, 
■ pntA, pntB et icd et/ou la deletion d'au moins un gene choisi parmi edd, ace A, aceB, 
aceK.. 



30 
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20 







0 


0.15 


0.26 


Quantite 

KJ AriDLI 

iMMUr'n 


1 


Apai 


7,25 


6.01 


5.19 


7,25 


2 


Apgi + 

tdM ,2,3 NADP dependant 


12,67 


10.61 


9,08 


12,67 


3 


Apgi + 
Ipdl NADP dependant 


12.25 


9,88 


8,31 


12,25 


4 


Apgi + 

tdM, 2,3 NADP dependant + 
lpd^ NADP dependant 


18,50 


15,02 


12,70 


18,50 


5 


Apm,2 


36,00 


24,55 


16,91 


36,00 


6 


Ap«c1.2 + 
tdti1, 2,3 NADP dependant 


36.00 


27,34 


21,56 


36,00 


7 


Apm,2 + 
NADP dependant 


36,00 


25.32 


18,19 


36.00 


8 


Apfk^,2 + 
tdM, 2,3 NADP dependant + 
/pc/1 NADP dependant 


36,00 


27,84 


22.39 


36.00 



Tableau 2 : Flux optimal theorique de conversion du xylose en xylitol (mmol.g '.h-^) 
par des souches de 5'. cerevisiae optimisees dans leur capacite a reduire le NADPH. 
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Exemple 2 ; Constr uction de la souche JS. coU MudhA, qnr) 
L'inactivation des genes udhA et qor est realisee en inserant une cassette de 
resistance a un antibiotique (chloramphenicol et kanamycine) tout en deletant la majeure 
partie du gene concerne. La technique utilis^e est decrite par Datsenko, K.A. ; Wanner, 
B.L. (2000) One-step Inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using 
PGR products. Proc. Natl. Acad. Set USA 97 : 6640-6645. Pour cela on synthetise une 
30 paire d' oligonucleotides, chacun etant constitu6s de 1 00 pb dont 80 pb sont homologues 
avec le gene a deleter (e.g. udhA) et 20 pb sont homologues avec la cassette antibiotique 
port6 par les plasmides pKD3 et pKD4 et que I'on amplifie par PGR en utilisant ces 
oligonucleotides. 

Le produit PGR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche E. 
35 coli rdpliquant le plasmide pKD46 qui porte le gene codant la Red recombinase qui 
catalyse la recombinaison homoJogue. Les transformants resistants a ciiacun des 
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antibiotiques sont alors selectionnes et I' insertion de la cassette de resistance est verifiee 
par une analyse PGR. 

Les cassettes de resistance au chloramphenicol et a la kanamycine peuvent 
ensuite etre 61iminees. Pour cela, Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP 
5 agissant au niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol ou a la 
kanamycine, est introduit dans les souches recombinantes par electroporation. Puis, 
apres une serie de cultures k A-l^'C, la perte de la cassette de resistance a I'antibiotique est 
verifiee par une analyse PGR avec les memes oligonucleotides que ceux utilises 
precedemment 

10 Pour des raisons pratiques, il peut etre interessant de deleter d'abord un gene, de 

supprimer le gene de resistance a Pantibiotique et de deleter le deuxieme gene ensuite. 

La souche obtenue est done E, coli A(udhA, qor) 

Example 3 : Introduction du plasmide pxv/1 codant la xylose reductase dans 
la souche obtenue et biotransformation de xvlitol 
15 Le plasmide pxy/1 a ete construit par insertion du gene xyll dans le vecteur Zero 

Blunt TOPO PGR cloning kit for sequencing (PCR4 TOPO vector, Invitrogen), Pour 
cela, le gene xyll ( X59465) de Pichia stipitis 2i ete amplifie par PGR avec la polymerase 
Pwo a partir de P ADN chromosomique 

Le produit PGR obtenu est ensuite directement clone dans le vecteur Topo pour 
20 donner le plasmide pxy/1 . Le vecteur Topo porte une origine de replication pour E. coli, 
un gene de resistance a Pampicilline et un gene de resistance a la kanamycine. 

Le plasmide pxy/1 est alors introduit dans la souche E. coli DH5a pour 
verification de la construction. Le sequen9age du gene xyll du plasmide pxy/1 avec les 
oligonucleotides universels M13 reverse et M13 forward est ensuite realise pour 
25 confirmer la construction. 

Le plasmide valide est alors introduit dans la souche E. coli A(tidhA, qor) 
(exemple 2) par electroporation. 

La souche obtenue E, coli [HudhK, qor) pxy/1)] est alors cultivee en fed-batch , 
le milieu initial (milieu minimum) et le fed contenant du glucose et du xylose. Une 
30 souche E. coli [pxy/1] est cultivee dans les memes conditions. 
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Lorsque les cultures sont achevees on compare : 

- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de 
bioconversion 

- la quantite de xylitol produit dans le milieu extraceilulaire. 

- La quantite de xylitol accumule dans les cellules 

- la productivite en xylitol, 

- le rendement glucose/xylitol 

On pourra observer que la souche E. coli [A(udhA, qor) pxyll] presente un 
rendement de production de xylitol accru par rapport a la souche non optiraisee. 



Exemple 4: Construction de la sou c he E. coli MudhK. g nr, par^ 
biotransformation 

L'inactivation du gene pgi est conduite en utilisant la technique decrite dans 
I'exemple 2 sauf que la souche initiale est la souche de I'exemple 2 an lieu d'etre une 
1 5 souche sauvage. La construction est rdalis^e en milieu riche (e.g. LB). On introduit alors 
dans la souche obtenue E. coli A(uclhA, qor, pgi) le plasmide pxyll (exemple 3) par 
electroporation, et la souche resuitante E. coli {A(udhA, qor, pgi) pxyll)] est 
selectionnee sur milieu riche. 

La souche obtenue E. coli [&(t4dhA, qor, pgi) pxyll)] est alors cultivee en fed- 
20 batch , le milieu initial (milieu minimum) et le fed contenant du glucose et du xylose. La 
souche E. coli [pxyll] est cultivee dans les mgmes conditions. 
Lorsque les cultures sont achevees on compare : 

- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de 
bioconversion 

25 - la quantity de xylitol produit dans le milieu extraceilulaire, 

- La quantity de xylitol accumule dans les cellules 

- la productivity en xylitol, 

- le rendement glucose/xylitol 
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On pourra observer que la souche E, coli [A(udhA, qor, pgi) pxyll'l presente un 
rendement de production de xylitol accru par rapport a la souche non optimisee. 

Exemole 5: Construction de la souche E. coli A(u dhA. aor. vfkA) et 

5 biotransformation 

LMnactivation du gene pfkA est conduite en utilisant la technique decrite dans 
I'exemple 2 sauf que la souche initiale est la souche de I'exemple 2 au lieu d'Stre une 
souche sauvage. La construction est realisee en milieu riche (e.g. LB). On introduit alors 
dans la souche obtenue coli A(udhA, qor, pfkA) le plasmide pxyll (exemple 3) par 

10 electroporation, et la souche resultante £. coli {AiiidhA, qor, pfkA) pxy/1)] est 
selectionnee sur milieu riche. 

La souche obtenue E. coli [A(udhA, qor.pJkA) pxyll)} est alors cultivee en fed- 
batch , le milieu initial (milieu minimum) et le fed contenant du glucose et du xylose: La 
souche E, coli [px^/1] est cultivee dans les memes conditions. 

15 Lorsque les cultures sont achevees on compare : 

- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase -de 
bioconversion 

- la quantite de xylitol produit dans le milieu extracellulaire. 

- La quantite de xylitol accumule dans les cellules 
20 - la productivite en xylitol, 

- le rendement glucose/xylitol 

On pourra observer que la souche E, coli [A(iidhA, qor, pfkA) pxy/1] presente un 
rendement de production de xylitol accru par rapport a la souche non optimises 

25 Exemple 6 : Construction de la souche E. coli lAiudhA . aor, vfkA. Ind) Ipd*] 

et biotransformation 

Le gene Ipd codant la dihydrolipoamide dehydrogenase NADH dependante, 
impliquee dans le complexe multienzymatique pyruvate dehydrogenase, est delete en 
utilisant la technique decrite dans Texemple 2 sauf que la souche initiale est la souche 




decrite dans I'exemple 4 E. coli MudhA, qor, pgi) au lieu d'etre line souche sauvage. La 
construction et la selection de la souche modifiee est realisee en milieu riche (e.g. LB). 
La souche obtenue est E.coli A(udhA, qor, pgi, Ipd). 

Par ailleurs on construit le plasmide plpd* qui permet la surexpression d'une 
dihydroHpoamide dehydrogenase NADPH dependents II existe differentes possibilit^s 
pour modifier la sp6cificit6 de cosubstrat d'une enzyme. Par exemple Bocanegra et al 
(1993) divulguent une m^thode pour cr^er une dihydrolipoamide dehydrogenase 
NADPH dependente. 

Les plasmides plpd* et pxyll sent alors introduit par electroporation dans la 
souche E.coli A(udhA, qor, pgi, Ipd), altemativement, on peut choisir de doner Ipd* sur 
pxyll ; on obtiendrait alors le plasmide plpd^xyll que I'on introduirait par 
Electroporation dans la souche Rcoli A(udhA, qor, Ipd). La construction et la selection 
de la souche modifiee est realisee en milieu riche (e.g. LB). 

La souche obtenue E. coli [A(udhA, qor, pgi, Ipd) pxyll, plpd*)] est alors 
cultivee en fed-batch , le milieu initial (milieu minimum) et le fed contenant du glucose 
et du xylose. La souche E. coli [pxyll] est cultivee dans les mSmes conditions. 

Lorsque les cultures sent achevees on compare : 

- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de 
bioconversion. 

- la quantite de xylitol produite. 

- La quantite de xylitol accumule dans les cellules 

- la productivite en xylitol, 

- le rendement glucose/xylitol 

On pourra observer que la souche E. coli [A(itdhA, qor, pgi, Ipd) pxyll, plpd*] 
presente un rendement de production de xylitol accru par rapport a la souche non 
optimisee. 



Exemple 7 ; Construction de la souche S. cerevlsiae \A(psiV\, pRSGK-xvlll 
et biotransformation 
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Le plasmide pRSGKl-xy/l resulte du clonage du gene xyll de Pichia stiptis, 
araplifi6 par PGR en utilisant une polymerase thermoresistante de Pyrococciis woesi 
(Pwo), dans le vecteur pRSGK, sous le controle du promoteur Pgk- Le plasmide est 
ensuite introduit dans S. cerevisiae. La souche S. cerevisiae [pRSGK-Jcy/l] obtenue est 

5 ensuite utilisee pour deleter le gene pgu L'inactivation du gfene pgi est realisee en 
ins&ant un marqueur (resistance a un antibiotique, auxotrophic) tout en deletant la 
majeur partie du gene conceme. La technique utilisde est d^rite par Brachmann, C.B. ; 
Davies, A. ; Cost, GJ. ; Caputo, E. ; Li, J. ; Hieter, P. ; Boeke, J.D. (1998) Designer 
deletion strains derived from Saccharomyces cerevisae S288C : a usefiil set of strains 

10 and plasmids for PCR-mediated gene disruption and other applications, Yeast, 14: 115- 
32; on peut aussi utiliser la technique decrite par Wach, A., Brachat, A., Pohlmann, R. , 
and Philippsen, P. (1994), New heterologous modules for classical or PCR-based gene 
disruptions in Saccharomyces cerevisiae, Yeast, 10 : 1793-1808. Dans tous les cas on 
obtient une souche finale S. cerevisiae [A(pgO pRSGK-xyZl)]. 

15 Alternativement, on peut aussi choisir d'introduire le plasmide pRSGK-x>^/l dans 

une souche mutee disponible, par exemple la souche Y23336 (EUROSCARF ; 
http://www.rz.uni-frankfurt.de/FB/fbl6/mikro/euroscarf/) heterozygote pour le gene pg^z 
(Mat a/a; his3Dl/his3Dl; leu2D0/Ieu2D0; lys2D0/LYS2; MET15/metl5D0; 
ura3D0/ura3D0; YBR196c::kanMX4/YBR196c ). II est alors possible apres sporulation 

20 de recup^rer une souche homozygote S. cerevisiae [A(pgi) pRSGK-Jcy/1)]. 

La souche obtenue S. cerevisiae [A(pgi) pRSGK-JtyZl] est alors cultiv6e en fed- 
batch , le milieu initial (YNB supplemente) et le fed contenant du glucose et du xylose. 
Alternativement, le milieu initial pourrait etre un milieu riche. 

La souche contrdle S. cerevisiae [pRSGK-xy/1] est cultivee dans les mdmes 

25 conditions. 

Lorsque les cultures sont achevees on compare : 

- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de 

bioconversion. 

la quantity de xylitol produite. 
30 - la quantite de xylitol accumule dans les cellules 




- la productivite en xylitol, 

- le rendement glucose/xylitol 

On pourra observer que la souche S. cerevisiae [hipgi) pKSGK-xyll] presente 
rendement de production de xylitol accru par rapport a la souche non optimisfe. 



un 



Exemple 8: Construction de la souch e S. cerevbiiae NirlaA. p^/l) ^ 
biotransformation 

On utilise la souche Y33183 (genotype: BY4743; Mat a/a; te3Dl/A«3Dl; 
/e«2D0/fe«2D0; lys2miLYSl; MET\5/met\5T>0; ura3D0/ura3DQ; 

YBR046c::kanMX.A/YBR046c::kanMXA) disponible auprfes d'EUROSCARF et dont les 
deux gdnes zta\ (= YBR046c) sont deletes. La souche est alors transformee par le 
plasmide pRSGK-xyH (exemple 7) puis la deletion du gdne pgi est realisee selon 
I'approche employee dans I'exemple 7. 

La souche obtenue S. cerevisiae [A(ztol, pgi\) pKSGK-xyll] est alors cultivee 
en fed-batch en milieu minimum (YNB) supplemente avec un fed en glucose/xylose. 

La souche controle S. cerevisiae [pRSGK-xy/lj est cultivee dans les mSraes 
conditions. 

Lorsque les cultures sont achevdes on compare : 

- revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de 
bioconversion. 

- la quantite de xylitol produite. 

- la quantite de xylitol accumuM dans les cellules 

- la productivity en xylitol, 

- le rendement glucose/xylitol 

On observe que la souche -S". cerevisiae [^(zta\ , pgi\) pRSGK-x^/l] presente un 
rendement de production de xylitol accru par rapport a la souche non optimisee. 



Exemple 9; Construction de la souche S. cerevisiae Afagl. pfk^. pf kl) 
biotransformation 
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I 

On utilise la souche Y33183 (genotype: BY4743; Mat a/a; his3Dl/his3Dl; 
leu2D0/ieu2D0; lys2D0/LYS2; METl 5/metl 5D0; ura3D0/ura3D0; 

YBR046c::kanMX4A"BR046c::kanMX4) disponible aupres d'EUROSCARF et dont les 
deux genes ztal (= YBR046c) sont deletes. La souche est alors transformee par le 
5 plasmide pRSGK-w/I (exemple 7) puis les deletions des genes pfkl et pjk2 sont 
realisees selon Tapproche employee dans Pexemple 7. On peut ^ventuellement avoir 
recourt aux souches Y35893 [BY4743 ; Mat a/a; his3Dl/his3Dl; leu2D0/leu2D0; 
lys2D0/LYS2; MET15/metl5D0; ura3D0/ura3D0; 

YGR240c::kanMX4/YGR240c::kanMX4] dont les deux genes p/kl sont d61etes, et 
10 Y30791 [BY4743 ; Mat a/a; his3Dl/his3Dl; leu2D0/Ieu2D0; lys2D0/LYS2; 
METl 5/metl 5D0; ura3D0/ura3D0; YMR205c::kanMX4/YMR205c::kanMX4] dont les 
deux genes pflc2 sont deletes. Ces deux souches sont disponibles aupres 
d'EUROSCARF. 

La souche obtenue S, cerevisiae [A(zr«l, pfkl, pfk2) pRSGK-xy/1] est aloi:s 
15 cultivee en fed-batch, le milieu initial (YNB supplements) et le fed contenant du 
glucose et du xylose. Altemativement, le milieu initial pourrait Stre un milieu riche. \. 

La souche controle 5. cerevisiae [pRSGK-xy/1] est cultivee dans les memes 
conditions. 

Lorsque les cultures sont achevees on compare : 
20 - revolution de la biomasse de chaque souche pendant la phase de 

bioconversion. 

- la quantite de xylitol produite. 

la quantite de xylitol accumule dans les cellules 

- la productivite en xylitol, 
25 - le rendement glucose/xylitol 

On pourra observer que la souche 5". cerevisiae [A(z/al, pfkl ^ pfkl) jpYUS-xylY] 
presente un rendement de production de xylitol accru par rapport a la souche non 
optimisee. 




Exemple 10 : Comparaison en t res valeurs experimentales et predictions nar 
le modele nietahoUaue pour I'optimisati on de la production de xvlitol nar 
Escherichia coli 

On pourra observer une bonne correlation entre les modelisations predictives 
5 (exemple 1 ) et les realisations experimentales decrites dans les exemples 3,4,5 et 6. 

Les exemples 1 a 9 ci-dessus sont des applications particuUeres du brevet et n'en 
limitent pas ('utilisation. L'homme de I'art saura aisement adapter ces exemples pour la 
biotransformation de molecules ayant une synthese NADPH-dependente. L'agorithme 
MetOpt® et la strategic d'optimisation d'un precede de bioconversion NADPH- 
10 dependent via 1 'optimisation du ratio NADPH/NADP est valide ; cel^l nous permet en 
outre de revendiquer une application elargie a toutes les biotransformations NADPH 
dependentes, qui pourront 6tre mod^lisde etprevues par MetOpt® ou Pun de ses ddriv^s, 
en utllisant pour E. coli, S. cerevisiae ou tout autre microorganisrae. 

Exemple 11 : Predictions des mo d ifications permettant Pamelioratinn da 
precedes de fermentation chez E. coli. 

L'exemple 10 montre que les modeles MetOpt® developpes par la societe sont 
applicables aux bioconversions et devraient plus generalement s'appliquer aux 
biotransformations telles que les fermentations. 

20 A titre d 'exemples, le modele MetOpt®-Co]i est applique a la production de 

cysteine (Tableau 3) ou de 3-hydroxypropionate (Tableau 4) par fermentation du glucose 
par E. coli. Nous appliquons les memes parametres que ceux precedemment utilises, 
notamment : 1) un flux d'import de glucose a 3 mmol.g-'.h-', 2) un taux de croissance 
variable de 0, 0.15 et 0.25 h"', 3) un flux de la transhydrogenase membranaire (pntAB) 

25 variable et inferieur ou egal 1 mmoI.g-'.h-'. La valeur limite de flux de la 
transhydrogenase membranaire est determinee a partir de la litterature (Hanson, 1979 ; 
Anderlund et ai, 1999 ; Emmerling et ah, 2002) ; 4) le flux de maintenance a €X€ limite 
entre 5 et 22 mmoI.g"'.h''. 

a) cas de la production de cysteine par fermentation du p lucn.«;ft 
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Dans tous les cas le modele suggere la deletion des genes udhA et qor. On 
observe que la souche E. coli N^8 [gapA-NADP dependent, Ipd-^AU? dependent, 
A(iidhA, qor, pgi)] permet une production de cysteine optimale. Par ailleurs d'autres 
souches pourraient §tre tout aussi interessantes (e.g. souches N"" 2, 3), Enfm il est 
5 possible d'affiner les souches modelisees, notamment en effectuant des modifications 
supplementaires telles que la surexpression d'au moins un gene choisi parmi zwf, gnd, 
pntA, pntB et icd et/ou la deletion d'au raoins un gene choisi parmi edd, aceA^ aceB, 
aceK, 



15 





M (h n 


0 


0.15 


0.25 


1 


Apg/ 


1,99 


1.12 


0,27 


2 


Apgi + 
gapA NADP dependant 


2,33 


1,12 


0,27 


3 


Apg/ + 
Ipd NADP dependant 


2,33 


1.12 


0,27 


4 


Apgi + 

gapA NADP dependant + 
Ipd NADP dependant 


2,33 


1,12 


0,27 


5 


ApfkA 


1.20 


0,56 


0,02 


6 


ApfkA + 
gapA NADP dependant 


1.85 


0,89 


0,19 


7 


ApfkA + 
Ipd NADP dependant 


2.13 


1,08 


0.38 


8 


ApfkA + 
gapA NADP dependant + 
Ipd NADP dependant 


2,31 


1,25 


0.52 



25 Tableau 3: Flux optimal th^orique de production de cysteine (ramoLg'^h"^) par 
fermentation du glucose par des souches d'E, coli optimisees dans leur capacite de 

reduction du NADPH. 

h^ cas de l a production de 3-hvdr nxv propionate par ferm entation du glucose 
Dans tous les cas le module suggere la deletion des genes tidhA et qor. On 
30 observe que la souche N°4 [gapA-NADP dependent, //7i/-NADP dependent, A(udhA, 
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qor, pgi)], enfin d'autres souches restent interessantes (e.g. souches N° 2, 3). Enflti il 
reste possible d'affiner les souches modelisees, notamment en effectuant des 
modifications supplementaires telles que la surexpression d'au moins un gene choisi 
parmi zM'f, gnd, pntA, pntB et icd et/ou la deletion d'au moins un gene choisi parmi edd, 
5 ace A, aceB, aceK. 

10 



20 







0 


0.15 


0.25 


1 


Apff/ 


4,00 


2.37 


0,89 


2 


ApQf/ + 
flra/DA NADP dependant 


5,29 


2,98 


0,89 


3 


Apg/ + 
/pof NADP dependant 


5.45 


2,98 


0,89 


4 


Apg/ + 
gapA NADP dependant + 
/pofNADP dependant 


5,47 


2,98 


0,89 


5 


ApfAA 


4,86 


1,99 


0,08 


6 


ApfkA + 
gapA NADP dependant 


5,29 


• 2,37 


0,20 


7 


ApfAA + 
/PC/ NADP dependant 


5.38 


2,62 


0,20 


8 


ApfkA + 
gapA NADP dependant + 
/pof NADP dependant 


5.38 


2.52 


0.20 



25 Tableau 4: Flux optimal theorique de production de 3-hydroxypropionate 

(mmoLg '.h"') par fermentation du glucose par des souches d'E. co// optimisees 
dans leur capacite de reduction du NADPH. 
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Exemple 12 ; Predictions des modifications nermettant Famelioration de 
procede de fermentation impliauant S. cerevisiae : apDlication a la DrndHotinn 
d ' hydrocortisone. 



1 er dep6t 



27 



L'exeraple 10 montre que les modeles MetOpt® developpes par la societe sont 
applicables aux bioconversions et devraient plus gen6ralement s'appliquer aux 
biotransformations telles que les fermentations. 

A titre d'exemple, Le modele MetOpt®-Scere est applique a la production 
5 d' hydrocortisone (Tableau 5) par fermentation du glucose par S, cerevisiae. Nous 
appliquons les meme parametres que ceux precedemment utilises, notamment : 1) un 
flux d'import de glucose a 3 mmol.g"^h"\ 2) un taux de croissance variable de 0, 0. 15 et 
0,25 h'^ , 3) un flux de maintenance inferieur ou egal a 22 mmol.g'^h"^ ; 4) les reactions 
des aldehydes dehydrogenases (ALD2, ALD3, ALD6) sont irreversibles et imposees 
10 dans le sens acetate + NAD(P)H acetaldehyde + NAD(P) ; 5) la levure ne possede 
pas d'activites equivalentes a udhA ou pntA.B, 

Le modele permet de prendre en compte la compartimentation mitochondriale et 
peroxisomale, 

Cette representation des resultats (Tableau 5) permet de mettre en evidence 
15 rapport reel de chacune des mutations dans I'amelioration de la production de NADPH 
et done dans Tamelioration du flux de production d'hydrocortisone. 



20 
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M (h ') 


0 


0.15 


0.25 


1 


Appi 


0,12 


0,08 


0,06 


2 


Apgi + 

fc//j1,2,3 NADP dependant 


0,21 


0,14 


0,10 


3 


Apgi + 
lpd-\ NADP dependant 


0.20 


0,14 


0,10 


4 


Apgi + 

tdiil ,2,3 NADP dependant + 
/pcf1 NADP dependant 


.0,21 


0,14 


0,10 


5 


Apfl^1,2 


/ 


/ 


/ 


6 


Apf/c1 ,2 + 
fc//?1,2,3 NADP dependant 


/ 


1 


/ 


7 


Apf/c1 ,2 + 
/pc/1 NADP dependant 


/ 


1 


/ 


8 


Apfk-\ ,2 + 
fc//j1,2,3 NADP dependant + 
/pd1 NADP dependant 


/ 


1 


/ 
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5 Tableau 5: Flux optimal theorique de production d'hydrocortisone (mmoLg ^h"*) 
par fermentation du glucose par des souches de S. cerevisiae optimisees dans leur 

capacite de reduction du NADPH. 

Dans tous les cas le modele suggere la deletion des genes udhA et qor. On 
10 observe que la souche S. cerevisiae N^2 [^^apA-NADP dependent, A(udhA, qor, pgi)], 
mSme si d'autres souches pourraient etre tout aussi interessantes (e,g. souches N"" 3, 4). 
Par ailleurs, 11 est toujours possible d'affiner les souches modelisees, notamment en 
effectuant des modifications supplementaires telles que la surexpression d'au moins un 
gene choisi parmi zwf, gnd, pntA, pntB et icd et/ou la deletion d'au moins un gene 
15 choisi parmi edd, aceA^ aceB, aceK, Enfin, On remarque que les souches dont les genes 
pflcl et pflc2 sont delates sont incapables de produire de rhydrocortisone, voir ne sent 
pas viables. Ceci est dQ au fait que la production d'hydrocortisone est davantage limitee 
par la demande en carbone que par le besoin en NADPH. line solution consiste a 
permettre une legere expression d'une activite de type transhydrogenase chez la levure. 
20 Cependant, les modelisations montrent que le flux de production d' hydrocortisone ne 
seront jamais aussi bon que dans le cas d'une deletion du gcn&pgiL 
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REVENDICATIONS 

L Souche de microorganismes caracterisee en ce quelle comprend une 
deletion du gene iidhA et/ou du gene qor et/ou du gene pgi, a la condition que lorsque 
5 ledit microorganisme est une bacterie, elle comprend au moins une deletion choisie 
parmi le gene udhK ou le gene qor. 

2. Souche selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend 
egalement une deletion d'au moins un gene pris parmi un gene pris parmi pgi ou pjkK 
et/ou pjm et/ou on modifie au moins un gene codant des enzymes a NAD, en particulier 

1 0 Ipd et/ou gapK, afin qu'elles utilisent preferentiellement le NADP, 

3. Souche selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une surexpression d'au moins un gene choisi parmi zwf, gnd, pntA, pntB et 
icd. 

4. Souche selon l*une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle 
15 comprend la deletion d'au moins un gene choisi parmi edd, ace A, aceB, aceK, 

5. Souche selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un ou plusieurs genes, endogene ou exogene, codant des enzymes impliques 
dans la biotransformation d'une molecule d'interet 

6. Souche selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle 
20 comprend un ou plusieurs genes marqueurs de selection. 

7. Souche selon Pune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie parmi les bacteries, les levures et les champignons filamenteux. 

8. Souche selon Pune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie parmi les especes suivantes : Aspergillus sp.. Bacillus sp., Brevibacierium sp., 

25 Clostridium sp., Corynebacterium sp., Escherichia sp., Gluconobacter sp,, 
Pseudomonas sp,, Rhodococcus sp,, Saccharomyces sp., Streptomyces sp., Xanthomonas 
sp. et Candida sp. 

9. Precede de preparation des souches optimisees selon Pune des 
revendications 1 a 8, caracterise en ce que Ton delete les genes udhA et/ou qor, et le cas 

30 echeant on delete un gene pris parmi pgi ou pfkA et/ou pfkB et/ou on modifie au moins 
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un gene codant des enzymes a NAD, en particulier Ipd et/ou gapK afm qu'elles 
utilisent preferentiellement le NADP, et le cas echeant on delete au moins un gene choisi 
parmi edd, aceK, aceB, aceK ; ces deletions et modifications etant realisees par un 
moyen appropri^, et/ou on surexprime au moins un gene choisi parmi zwf, gnd, pntA, 

5 pnm, icd soit en transformant la souche avec un vecteur approprie comprenant un ou 
plusieurs genes codant une ou des enzymes impiiquees dans la biotransformation d'une 
molecule dMnterSt et/ou un ou plusieurs genes marqueur de selection, soit en modifiant 
la force du promoteur endogene contrdlant le gene a surexprimer. 

10. Procede de production d'une molecule d'interSt dont au moins une des 

10 reactions de la voie de biosynthese est NADPH dependante caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

c) mise en culture des microorganismes optimises selon Tune des revendications 5 
a 8 dans un milieu de culture approprie favorisant leur croissance et comprenant 
les substances necessaires pour la realisation de la biotransformation par 

1 5 femientation ou biotransformation, a T exception du NADPH, et 

d) extraction de la molecule d'interet du milieu et le cas echeant purification; 

IL Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que la rnolecule 
dMnteret est choisie parmi les acides amines, les vitamines, les sterols, les flaypnoides, 
les acides gras, les polyols et les acides organiques. 

20 
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